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В обзоре рассмотрены варианты 
разделения четвертичных аммониевых 
соединений методом ВЭЖХ на сорбен­
тах различной полярности. Показана 
возможность применения описанных 
методик для анализа разнообразных 
объектов (биоматрицы, лекарственные 
формы, экологические пробы).
Высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) занимает ведущее 
место среди методов анализа лекарствен­
ных веществ в разнообразных сложных 
объектах (биоматрицы, экологические 
пробы, лекарственные формы) [1, 11, 21]. 
Особенно эффективен этот метод при оп­
ределении термолабильных, нелетучих 
веществ, оптических изомеров. Использо­
вание селективных детекторов позволяет 
надежно идентифицировать разделяемые 
соединения и достигать высокой чувстви­
тельности, благодаря чему некоторые объ­
екты (биожидкости и др.) можно анализи­
ровать без длительной и трудоемкой про- 
боподготовки.
Для анализа четвертичных аммоние­
вых соединений (ЧАС) использованы раз­
личные варианты ВЭЖХ с разными типа­
ми детекции, составом подвижной фазы. 
Однако особую сложность представляет 
определение непоглощающих в УФ- и ви­
димой области спектра веществ, произ­
водных ЧАС, а также сильнополярных 
бисчетвертичных аммониевых соедине­
ний.
В качестве детекторов чаще всего 
используются спектрофотометрический, 
флуориметрический, электрохимический в 
комплексе с ферментативным реактором, 
кондуктометрический детекторы.
В настоящем обзоре приведены ра­
боты, опубликованные в 1980-1997 годах.
1. ВЭЖХ на кремнеземных сорбентах.
Разделение проводится на колонках 
длиной 8 - 25 см с силикагелями зернени­
ем 5 - 10 мкм различных фирм-
производителей. Так, для разделения ЧАС 
с короткими алифатическими радикалами 
(холин, ацетилхолин и другие эфиры хо­
лина) [24,40,49,55] используют ион- 
парные системы, состоящие из фосфатно­
го или аммиачно-ацетатного буферного 
раствора в смеси с различными концен­
трациями тетраметиламмония (ТМА) и 
октил- или додецилсульфоната натрия. 
Для детекции используют электрохимиче­
ский детектор с ферментативным реакто­
ром, представляющим собой колонку с 
иммобилизированными ферментами - аце- 
тилхолинэстеразой и холиноксидазой. Для 
устранения мешающих ионов в некоторые 
подвижные фазы вводили этилендиамин- 
тетраацетат натрия (ЭДТА-№)[49]. Аль­
тернативные подвижные фазы (ПФ) вклю­
чают водную фазу в смеси с органическим 
растворителем (метанол (МеОН), ацето­
нитрил (MeCN), этанол (ЕЮН)). Данные 
методики позволяют определять до 1 
пмоль холина и его эфиров, а также дру­
гих алифатических ЧАС и третичных ами­
нов в биологических объектах.
Bugatti С. et al. [14] изучали разделе­
ние алкалоидов чистотела (сангвина-рин, 
хелеритрин, берберин) на колонке с немо- 
дифицированным силикагелем в системе 5 
мМ ацетата натрия в смеси метанол - ди- 
оксан - уксусная кислота (44:5:1) и с де­
тектированием при 280 нм. Берберин в 
препаратах определяли на колонке LiChro- 
sorb SI-60 (немодифицирован-ный Силика­
гель), используя для разделения смесь ди- 
хлорметан - МеОН - диэтиламин - уксус­
ная кислота (900:90:4:5). Флуоресцентное 
детектирование позволяет снизить предел 
обнаружения берберина до 2 нг во вводи­
мой пробе [75]. Бинарные системы типа 
полярный органический растворитель - 
водный раствор неорганической соли или 
кислоты проявляют высокую эффектив­
ность по отношению к моно- и бис-ЧАС 
[12,63]. В таких системах (например, 
MeCN - 2 мМ серная кислота = 1:1 или
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MeOH - 0.1 M серная кислота =1:1) разде­
ляли тубокурарин и синтетические миоре- 
лаксанты (алкуроний, атракуриум, вероку- 
роний и др.), а также их метаболиты 
(лауданозин). Детектирование проводили с 
помощью УФ-детектора (210 или 292 нм), 
или с помощью кондуктометрического де­
тектора. Методика является высокочувст­
вительной (до 50 нг/мл) и отличается хо­
рошей воспроизводимостью [12]. Анало­
гично разделяли панкуроний, векуроний и 
пипекуроний на колонке типа S1-100 в ПФ 
MeCN - 0.1 М натрия перхлорат (24:1). 
ПрО с УФ-детектором (213 нм) составил 
10 нг в пробе [25]. Использование для де­
текции миорелаксантов флуориметриче- 
ского детектора позволяет изучать фарма­
кокинетику новых препаратов (мевакурий) 
методом ВЭЖХ [9]. Для определения спе­
цифических примесей в препаратах стеро­
идных ЧАС (пипекуроний) использован 
метод ВЭЖХ на сорбенте LiChrosorb SI-60 
или SI-100. Подвижная фаза- смесь рас­
творов хлорида и карбоната аммония в 
растворе аммиака с МеОН и MeCN [26,27]. 
Нитраты и хлориды в виде аммониевых 
солей использованы в качестве подвижной 
фазы смеси с МеОН и MeCN при разделе­
нии бензэтония [37] и оксазила [51]. В по­
следнем случае для элюирования бис-ЧАС 
(оксазил) необходимо добавить к ПФ еще 
перхлорат лития.
2. ВЭЖХ на привитых кремнеземах.
2.1. Привитые полярные группы 
(цианопропилъные или аминопропилъные).
Силикагели с привитыми цианогруп- 
пами (p-Bondapak-CN, Spherisorb-CN, Ul- 
trasphere-CN) особенно широко использу­
ются в анализе длинноцепочечных алифа­
тических ЧАС (бензалконий, бензэтоний, 
цетилпиридиний и их гомологи). Высокая 
эффективность таких систем позволяет 
разделять близкие по структуре соедине­
ния с использованием ион-парных ПФ, в 
состав которых входят полярные органи­
ческие растворители (МеОН, MeCN, реже 
тетрагидрофуран) и буферный раствор, 
включающий ион-парные реагенты (соли 
ТМА или третичных аминов)[16]. Для оп­
ределения миорелаксанта алкурония и его 
метаболита - лауданозина [34] и цетилпи-
ридиния [20] использовали ПФ водный 
раствор MeCN. Для определения более по­
лярных соединений (тубокурарин, метоку- 
рин и др.) в органический растворитель 
добавляли фосфатный буферный раствор 
[56,65], ацетат триэтиламмония [44,47] 
или фосфат дибутиламмония [8]. Для раз­
деления атракуриума и лауданозина ис­
пользуется система MeCN - натрия суль­
фат - серная кислота [60].
Бензалконий успешно определяли в 
различных объектах (кровь, глазные капли 
[5]) без сложной пробоподготовки в ПФ 
MeCN - фосфатный буферный раствор pH 
5.0 [23] или pH 4.0 [69], MeCN - пропио- 
натный буферный раствор pH 5.4 [13], 
MeCN - ацетатный буферный раствор pH 
4.5 [15]. Во всех случаях использовали 
УФ-спектрофотометрический детектор 
(210, 214 или 254 нм). При использовании 
масс-спектрометрического детектора ПрО 
бензалкония составляет 15 нг в пробе [69], 
с УФ детекцией - 5 нг/мл (после концен­
трирования на патронах с привитыми Cis- 
группами) [13,46].
Reuvers Т.В.А. et al. [59] определяли 
бензэтоний в рыбных продуктах на колон­
ке с привитыми CN-группами в ПФ MeCN 
- 0.1 М ацетат аммония и детекцией при 
254 нм. Цетилпиридиний некоторые авто­
ры [20] успешно элюировали с колонок 
типа p-Bondapak-CN или Zorbax-CN вод­
ными растворами МеОН или MeCN без 
добавок буферных растворов. Однако, по 
другим данным [10] для элюирования це- 
тилпиридиния с цианопропильных крем­
неземов используются смеси MeCN - 0.02 
М фосфатный буферный раствор pH 3.5 
(80:20) или МеОН - вода (60:40) с добав­
кой ион-парного реагента - пентилсульфо- 
ната натрия. УФ-детектирование позволя­
ет достичь ПрО при 210 нм до 1 мкг/мл по 
цетилпиридинию.
2 .2 . Привитые алкильные или арильные 
группы.
Химическая модификация силикаге­
ля с целью устранения силанольных групп 
позволяет достичь высокой эффективно­
сти разделения ЧАС за счет изменения ме­
ханизма адсорбции и, следовательно, 
формы изотермы адсорбции. Для разделе-
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ния используются колонки длиной 10 -30 
см с сорбентами типа Waters Cig, ц- 
Bondapak-Cig, LiChrosorb-RP-8 или RP-18, 
Nucleosil-Cig, Nova-Pak-Cig и другие. По 
типу ПФ можно выделить:
а) системы с алкилсульфонатами в 
качестве противоионов.
DeBros F. et al. [18] определяли алку- 
роний и тубокурарин (внутренний стан­
дарт) в плазме и моче после твердофазно­
го извлечения на колонке Waters Cig, ис­
пользуя в качестве ПФ метанол с добавкой
0.144% водного раствора додецилсульфо- 
нат натрия. Детекцию проводили при по­
мощи УФ-спектрофотометрического де­
тектора (280 нм). Другие миорелаксанты - 
векуроний, панкуроний, рокуроний [33] - 
в присутствии метаболитов определяли в 
плазме крови (после ион-парной экстрак­
ции с иодид-анионом) на колонке Nova- 
Pak С18, ПФ являлась смесь 0.1М 
NaH2P 0 4, 0.11 мМ 10,19 - диметоксиан- 
трацен-2-сульфонат и 0.11 мМ гептил- 
сульфонат натрия в водном диоксане. Ко­
личественное определение разделенных 
соединений проводили путем постколо­
ночной экстракции ионных пар с сульфо­
натами (10,19 - диметоксиантрацен-2-суль- 
фонатом) и определяли интенсивность 
флуоресценции при 452 нм. ПрО векуро- 
ния и панкурония составил 5 нг/мл [70].
Высокая селективность данных при­
витых групп особенно характерна для раз­
деления длинноцепочечных ЧАС, таких 
как цетилпиридиний, бензэтоний, дека­
мин, бензалконий [54]. Так, цетилпириди­
ний в лекарственных препаратах [39] оп­
ределяли с помощью ПФ вода - МеОН - 
хлороформ, содержащей 0.1 М лаурил- 
сульфоната натрия, используя для детек­
ции ЧАС спектрофотометрический детек­
тор (244 нм). Подвижная фаза, состоящая 
из ацетонитрила, воды и уксусной кислоты 
с добавкой 7 мМ лаурилсульфоната натрия 
использовалась [45] при определении 
хлоргексидина и бензэтония. Бензалконий 
в глазных каплях [48] определяли на ко­
лонке ц-Bondapak-Phenyl, используя фос­
фатный буферный раствор pH 6.3 в смеси 
с MeCN (7:13) с содержанием 57 мМ гек- 
силсульфоната натрия в качестве элюента
и спектрофотометрический детектор (215 
нм).
б) системы с ионными парами - ал­
килсульфонатами и ЧАС или солями тре­
тичных аминов.
Для определения холина и ацетилхо- 
лина в спинномозговой жидкости и спин­
ном мозге предложено использовать ко­
лонку с привитыми алкильными группами 
(Сб-группы) и ПФ ацетон - фосфатный бу­
ферный раствор с добавкой 15 мМ ТМА и 
0.3 мМ додецилсульфоната натрия (pH 
7.7). Детектирование проводили после 
ферментативной реакции электрохимиче­
ски, при этом ПрО холина составил 70 
фмоль в пробе, ацетилхолина - 90 фмоль 
[68]. Asano М. et al. [7] определяли те же 
компоненты в мозге на колонке Nucleosil- 
Cig в ПФ, состоящей из раствора натрия 
ацетата, ЭДТА-Na, октилсульфоната на­
трия, ТМА в воде при pH 5.0. ПрО для 
обоих соединений составил при этом 100 
фмоль в пробе. Вместо ацетата натрия ис­
пользованы также фосфатный буферный 
раствор с теми же компонентами. Этот 
элюент позволяет без предварительной 
пробоподготовки определять холин и аце- 
тилхолин в спинномозговой жидкости с 
ПрО 50 фмоль в пробе [64]. Liberato D.J. et 
al. [38] в качестве ПФ использовали смесь 
0,1 М аммония ацетата и 2 мМ пиридина с 
содержанием 50 мг/л октилсульфоната на­
трия.
Оксазил (амбеноний) в биологиче­
ских объектах определяли [72] на колонке 
с привитыми октадецильными группами в 
потоке ПФ 35% MeCN , содержащей 20 
мМ октилсульфоната натрия, 2.5 мМ ТМА 
и 10 мМ дигидрофосфата натрия при pH 
3.0. Со спектрофотометрическим детекто­
ром (217 нм) градуировочный график ли­
неен в диапазоне концентраций 20 - 200 
пмоль в пробе. Аналогичные системы, со­
стоящие из водного MeCN с 0.02 М доде- 
цилсульфоната натрия и 0.1 М ТЭА, ис­
пользованы при определении гербицида 
параквата в биологических жидкостях. 
При этом ПрО без предварительной про­
боподготовки составил 0.1 мкг/мл [43]. 
Theoret Y. et al. [67] определяли бретилий 
и внутренний стандарт - тубокурарин - на
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колонке с привитыми октальными груп­
пами (Spherisorb-Octyl), элюируя анализи­
руемые компоненты смесью МеОН - 
MeCN - водный 0.01 М октилсульфоната 
натрия и 1.5 мМ дибутиламина фосфата 
при pH 3.4. Детектор - СФ (272 нм), ПрО 
препарата в плазме крови составил 0.156 
мкг/мл. Аналогичные приемы использова­
ны в работах по определению пиридо- 
стигмина и эдрофония в плазме крови 
[41,73]. Для детекции использован масс- 
спектрометрический детектор [41] по ио­
нам 181 и 187 ш/е, ПрО составил 0.5 нг/мл.
Для определения берберина в биоло­
гических объектах (кровь, печень и др.) 
использовали колонку Nova-Pak Cis и ПФ 
ацетон - вода с добавкой ион-парного реа­
гента - с!,1-камфор-10-сульфоновой кисло­
ты и диэтиламина при pH 4.8. ПрО в плаз­
ме со спектрофотометрическим детекто­
ром составил 4.5 нг в пробе [28,74].
в) системы с ЧАС или солями тре­
тичных аминов.
Сочетание твердофазной экстракции 
и ВЭЖХ использовалось для определения 
тубокурарина в биологических жидкостях 
[6]. Разделение проводили на колонке с 
привитыми октадецильными группами в 
потоке ПФ вода - МеОН - дибутиламина 
фосфат (791:198:1). Детектор - УФ- 
спектрофотометр (214 нм). ПрО составил 
15 нг/мл. Другой миорелаксант - галламин 
(в структуре - три четвертичных атома 
азота) - определяли в биожидкостях, ис­
пользуя в качестве ПФ 10% водный рас­
твор МеОН с 7.5 мМ тетрабутиламмония 
фосфата и УФ-спектрофото-метрический 
детектор (229 нм). ПрО составил при этом 
1 мкг/мл [58].
Холин и его эфиры в зерне опреде­
ляли после экстракционной очистки на 
колонке p-Bondapak-Cig в потоке ПФ бу­
танол-1 - МеОН - уксусная кислота - вода с 
добавкой 0.15 мМ 1-фенэтил-2-пиколиния 
бромида. Такое косвенное детектирование 
(вариант косвенной фотометрической 
хроматографии) при 254 нм позволяет оп­
ределять до 1 нмоль холина и ацетилхоли- 
на в пробе [32]. Применение третичных 
аминов (триэтиламин) в качестве добавок 
в ПФ, состоящую из смеси МеОН - уксус­
ная кислота - вода, позволяет надежно оп­
ределять тиамин в лекарственных смесях 
[3,4]. Для определения примеси фосфо- 
тиамина в кокарбоксилазе
(дифосфотиамин) предложено использо­
вать силикагели с привитыми октаде­
цильными группами типа Separon SGX 
C l8 и 6,2 мМ раствор бромида тетрабути­
ламмония в 0,01 М фосфатном буфере (pH 
6,8) в качестве ПФ [2].
г) системы с неорганическими про­
тивоионами (буферные растворы и др.).
В смеси вода - полярный органиче­
ский растворитель для сорбентов с приви­
тыми группами введение неорганических 
противоионов (фосфаты, перхлораты) по­
зволяет разделять бисчетвертичные аммо­
ниевые соединения, а также полярные 
ЧАС с небольшими алифатическими ради­
калами (ацетилхолин, холин и др.).
Для определения дитилина в плазме 
крови Lagerwerf A.J. et al.[35] использова­
ли колонку с привитыми октальными 
группами и элюент MeCN - МеОН - 0.05 М 
фосфатный буферный раствор в соотно­
шении 7:1:12 и флуориметрический детек­
тор. ПрО без пробоподготовки составил 
100 нг/мл. Другой миорелаксант - векуро- 
ний - извлекали из плазмы методом ион- 
парной экстракции и определяли методом 
ВЭЖХ на колонке Nova-Pak Cis в потоке 
ПФ 0.1 М фосфатный буферный раствор в 
водном диоксане. Для детекции использо­
вали постколоночную экстракцию ионной 
пары векурония с флуоресцентным реаген­
том и измерение флуоресценции при 452 
нм. ПрО составил 5 нг/мл, что гораздо 
ниже, чем у флуоресцентной спектроско­
пии, ТСХ или ГЖХ [71]. Сходные ПФ ис­
пользовали для определения основных 
продуктов разложения атракуриума [50]. 
Оксазил (амбеноний) определяли на ко­
лонке с С 18 в потоке ПФ 32% MeCN в 0.1 
М фосфатном буферном растворе (pH 3.5) 
с добавкой 0.25 М лития перхлората [66]. 
Чувствительность данной методики со 
спектрофотометрическим детектором (214 
нм) составляет 10 -400 нг/мл.
Damsma G. et al. [17] определяли хо­
лин и ацетилхолин в плазме крови на ко­
лонке с привитыми Cis- группами с ПФ 0.2
М дигидрофосфатом калия и добавкой 5 
мМ калия хлорида. Для определения тех 
же ЧАС предложена ПФ, состоящая из 
0,2% раствора трифторуксусной кислоты в 
воде, содержащей 1% глицерина [30]. Для 
элюирования гетероциклических ЧАС 
(берберин) в качестве элюента использо­
вана фаза 32% MeCN с 0.02 М фосфорной 
кислотой [76]. Элюирование клидиния с 
аналогичных колонок можно проводить 
0.04 М ацетатом аммония в смеси MeCN - 
вода - диметилформамид при pH 6.0 [31]. 
Одновременное определение третичных 
аминов (атропин) и ЧАС (N- 
бутилскополамин) на колонках с приви­
тыми октадецильными группами проводи­
лось в смеси водного ацетата аммония - 
M eOH-M eCN [53].
3. Синтетические полимеры и ионооб­
менные смолы в качестве сорбентов для 
ВЭЖХ четвертичных аммониевых со­
единений.
Стирол-дивинилбензольные полиме­
ры чаще всего используются для анализа 
ацетилхолина и холина в биологических 
объектах. Их применение позволяет опре­
делять данные ЧАС без пробоподготовки 
в таких сложных матрицах, как ткани моз­
га, спинномозговая жидкость и др. В каче­
стве ПФ используются в основном буфер­
ные растворы (фосфатный буферный рас­
твор) с добавкой ион-парных реагентов. 
Так, Ikarashi Y. et al. [29], используя пред- 
колонку с углеродным сорбентом типа СР- 
2250 разделяли ацетилхолин и холин в по­
токе ПФ 0.05 М фосфатный буферный рас­
твор, 1 мМ ЭДТА-Na, 0.4 мМ октилсуль- 
фонат натрия при pH 8.4. Иногда кроме 
алкилсульфоната вводят и ЧАС (ТМА) 
[42,52] или полярный органический рас­
творитель (MeCN до 2.5%) [22]. Анало­
гично разделяли длинноцепочечные ЧАС 
(катионные ПАВ) на колонке с полисти- 
рол-дивинилбензольным сорбентом в ПФ 
MeCN - вода - уксусная кислота, содержа­
щей 0,005 М ксилолсульфоната натрия 
[19].
Использование косвенного фотомет­
рического детектирования для анализа не­
поглощающих в УФ-области спектра ЧАС 
(холин, ацетилхолин) требует введения в
ПФ дополнительных компонентов, таких 
как гексадецилтриметиламмоний и 4- 
амино-бензолсульфокислоту, а к буферно­
му раствору необходимо прибавлять 
большее количество органического рас­
творителя (MeCN до 7% или пропанол-1 
до 3%). Однако, ПрО холина и ацетилхо­
лина в таком варианте невелик (для холи­
на и ацетилхолина около 1-2 мкг в пробе) 
[57].
Для разделения некоторых ЧАС ис­
пользованы и ионообменные смолы. Так, 
определение атракуриума и его метаболита 
(лауданозин) в плазме крови Simmonds R.J. 
[61] проводили на колонке с сорбентом 
Partisil-10 SCX при 60 °С в подвижной фа­
зе MeCN - 0,06 М натрия сульфат в 5мМ 
серной кислоте. Аналогично на тех же 
смолах разделяли некоторые алкильные 
ЧАС, используя в качестве ПФ 0,04 М рас­
твор формиата аммония в МеОН [62]. Раз­
деление алифатических ЧАС на ионооб­
менных смолах (с привитыми сульфогруп- 
пами) осуществляли в подвижной фазе 
MeCN - вода с содержанием 0,01 - 0,25 М 
бензилтриэтиламмония хлорида и 1% ук­
сусной кислоты [36]. Данным методом 
можно разделять и детектировать ЧАС, 
практически непоглощающие в УФ- 
области спектра, используя метод косвен­
ного фотометрического детектирования.
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SUMMARY
Zhebcntyev A.I., Alekseev N.A.
SEPARATION OF QUARTERNARY AMMO­
NIUM COMPOUNDS BY HIGH PER- 
FOMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
Some variants of separation of quartemary 
ammonium compounds by HPLC on sorbents of 
different polarity are reviewed in this paper. The 
possibility of application of described procedures 
for analysis of different objects is shown.
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